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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの葉形成の鍵因子であるAS2は植物に固有のAS2/LOBドメインを持つ
AS2/LOB familyのメンバーである。AS2は葉の裏側化因子ETTINの発現抑制維持に関わる。AS2はETTINのCGCCGC配
列に結合、核小体周縁部に顆粒(AS2 body)を形成し、凝縮した45S rDNAと部分的に共局在する。また、核小体局
在タンパク質がAS2と協調的に働く。しかしながら、AS2 body形成とCGCCGC配列結合、核小体との関連性につい
ては不明であった。本研究では、AS2/LOBドメインの分子機能を解明、核小体の周縁部の構造がAS2 body形成に
重要な役割を担うことを示した。

研究成果の概要（英文）：AS2, a key factor in leaf formation in Arabidopsis, is a member of the 
AS2/LOB family with a plant-specific AS2/LOB domain. AS2 is involved in maintaining suppressed 
expression of the leaf abaxialized factor ETTIN. AS2 binds to the CGCCGC sequence of ETTIN, and 
forms granules (AS2 bodies) at the periphery of the nucleolus, and partially colocalizes with 
condensed 45S rDNA repeats. In addition, nucleolar localized proteins cooperate with AS2. However, 
the relationship between AS2 body formation, CGCCGC sequence binding, and the function of nucleolus 
was unclear. In this study, we elucidated the molecular function of the AS2/LOB domain of AS2 and 
showed that the structure of the periphery of the nucleolus plays an important role in AS2 body 
formation and function.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： シロイヌナズナ　葉の発生分化　核小体　AS2/LOB family　AS2/LOBドメイン　エピジェネティック制御
　45S rDNA　核小体ストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
地球上のすべての生き物の命を支えているのが光合成の働きである。近年の地球環境の変化は著しく、光合成の
中心的担い手である葉形成の分子的仕組みを知ることは極めて重要である。AS2/LOB familyは動物界にはなく、
植物界にのみ保存され、環境応答、植物ホルモン制御等、植物に特徴的な生存戦略と密接に関連があることが示
唆されている。本研究では、AS2/LOB familyの中でも最も研究が進んでおり、扁平な葉の形成の鍵因子である
AS2および核小体タンパク質の機能を解明した。その結果、AS2が核小体の周縁部に局在することにより、急激な
環境変化に対応できるように核小体機能を頑強にする可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

 

AS2/LOB family は約 100 アミノ酸からなる植物固有の AS2/LOB ドメインをもち、車軸藻類か

ら種子植物まで保存されている 1, 2)（未発表データ）。AS2/LOB ドメインは約 100 アミノ酸から

なり zinc-finger motif（ZF-motif）、保存されたグリシンを含む領域（ICG sequence）、 

leucine-zipper like 配列（LZL sequence）を持つ 1)（図１）。特に、ZF-motif の４つのシス

テインと ICG sequence のグリシンは、

すべてのメンバーで保存されている。 

シロイヌナズナの ASYMMTRIC LEAVES2

（AS2）は AS2/LOB family のメンバー

であり、葉の初期発生過程で Myb ドメ

インを持つ AS1 と複合体を形成して裏

側化因子である ETT/ARF3 を直接的，及

び、tasiRNA を介して間接的（PTGS）に

発現抑制する表側因子であり、表裏軸

形成に続く扁平で左右相性な葉の形成

に必須な因子である 3, 4)。AS2 は標的遺

伝子である ETT/ARF3 のエキソン１の

CGCCGC 配列に結合する 5)。また、AS2

は、ETT/ARF3 のエキソン 6の DNA メチ

ル化維持に関わる 3, 5)。AS2 は核質全体

に局在し核小体周縁部内側に顆粒状に局在すること（AS2 body と命名）6, 7, 8)、AS2 body は、

不活性型 45S rDNA を含む凝縮した染色体（クロモセンター）と共局在する 6)。 

 一方、AS2 とともに、葉の表側化に関わる重要な因子（AS2 modifier と呼ばれる）が国内外

の研究グループから 60 以上報告されており、これらの因子には、エピジェネティックな抑制や

核小体機能と密接な関連を持つ因子が多く含まれている 4)。また、核小体に局在し、rRNA のプ

ロセシングに関わる NUCLEOLIN1（NUC1）、RNA HELICASE10（RH10）、ROOT INITIATION 

DEFECTIVE 2（RID2）も AS2 と共に、葉の表裏の軸性の確立に関わる 7)。一方、これらの変異

体は、核小体ストレスを誘導することも示されている 8)。 

 核小体は光学顕微鏡で明瞭に観察できる膜のない核内構造であり、間期の核内で最も目立つ

構造体である。核小体は、これまで、RNAポリメラーゼ I によるリボソーム RNA の転写の場、

rRNA のプロセシングの場、リボソームの構築の場として知られてきた。核小体は、相分離を介

して形成される構造体である。さらに、最近、核小体の周縁部は、nucleolus-associated 

domains （NADs）と呼ばれるヘテロクロマチン化した凝縮した染色体が局在することも報告さ

れ、核小体の周縁部は、遺伝子サイレンシングの場であると考えられている 9)。また、核小体

は、近年，細胞周期の制御，ウイルス感染や DNA 損傷などさまざまなストレスへの応答，細胞

の栄養状態の検知など多彩な役割を持つことが明らかになり、細胞の頑強性における核小体の

多彩な機能が着目されている。 

 

２．研究の目的 



 

植物の発生・分化は、動物とは異なり、発芽後に、幹細胞である茎頂メリステムから分化を

繰り返す。従って様々な環境変化の下でも正常な発生・分化を保証する頑強なシステムを持つ

ことが重要である。このような植物に特徴的な発生・分化において、植物固有の AS2/LOB 

family のメンバーが、巧みに機能している可能性が考えられる。しかしながら、このように植

物に特徴的な発生・分化における、AS2/LOBファミリーの分子機能と相分離構造体である核小

体の役割との関連性はほとんどわかっていない。本研究では、AS2 を基軸として、AS2/LOB ドメ

インの分子機能を解明し、AS2 body 形成と核小体機能との関連性について明らかにすることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

AS2/LOBファミリーの中で、唯一、単独変異体において表現型が明確であり最も研究が進ん

でいる AS2 を基軸として、本研究を推進する。 

(1) AS2/LOB ドメインのアミノ酸配列の分子的機能の解明 

AS2 のドメイン内の変異タンパク質を用いて AS2 body 形成と化学発光で検出する AlphaScreen

法 10)を用いた CGCCGC/GCGGCG 配列への結合活性を調べた。 

(2) AS2 body の形成と核小体構造との関連性を解明 

AS2 modifier として同定された核小体局在タンパク質 NUC1、RH10、RID2 をコードする遺伝子

の変異体における AS2 body の形態に対する影響を調べた。 

(3) AS2 の顆粒形成と 45S rDNA リピートとの分子的関連性を解明 

AlphaScreen法を用いて 45S rDNA 上

の CGCCGC/GCGGCG 配列への結合活性

を調べた。 

 

４．研究成果 

 

(1) ZF motif は CGCCGC/GCGGCG 配列

への結合と AS2 body 形成に必要

であることがわかった。ICG 

sequence の Glycine は

CGCCGC/GCGGCG 配列への結合には

要求されないが、AS2 body 形成

には必要である。ZF motif の 3

番目のシステインと４番目のシス

テインの間の QPE は

CGCCGC/GCGGCG 配列への結合、

AS2 body 形成に必要であること

がわかった 11)（図２）。 

(2) NUC1、RH10、RID2 をコードする

遺伝子の変異体において AS2 

body様の顆粒が核小体の内部にも検出された 11)。 



(3) AlphaScreen法を用いた実験から、AS2 は 45S rDNA 内の CGCCGC/GCGGCG 配列と相互作用す

る可能性が示唆された。 

以上の結果から、AS2/LOBファミリーのメンバー間でよく保存されているZF motifは標的DNAへ

結合するために必要であり、AS2 body形成にも必要であることが明らかになった。一方、

AS2/LOBファミリーのすべてのメンバー間で保存されたICG sequence内のグリシンはAS2 bodyの

形成には必要だが、標的DNAへの結合には関わっていないことがわかった。AS2が標的DNAに結合

することはAS2 bodyの形成およびAS2の機能に必要だが、それだけでは不十分であり、他の因子

の関与などの可能性が考えられる。今後、AS2 body形成に必要な因子について明らかにするこ

とが必要である。 

本研究結果から、葉の正常な初期成長にはAS2 bodyが核小体の周縁部に塊として局在するこ

とが重要であり、AS2はAS2 bodyの正しい配置を担っていることが明らかになった。そのために

は、核小体の正常な構造が保たれることが必要であることが示唆された（図3）。これまでに、

核小体タンパク質遺伝

子の変異体（rh10 変異

体など）ばかりでな

く、様々なストレスに

よって核小体機能が低

下することが知られて

いる（核小体ストレ

ス）。rh10 変異体背景

で、AS2 の機能が喪失

するともはや棒状化し

た葉しか形成できな

い。 言い換えると、 

AS2は核小体の機能が多少低下したとしても生きられるように働く守護神かもしれない。すなわ

ちAS2は環境変化に強い植物の頑強性を保つための重要な因子であると考えられる。 
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